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 چكيده
فيليا ژني با اثرات مادري است و اختلال در كاركرد آن در موش منجر به كاهش باروري، و در انسان 

دهد كه نسبت به نشان مي NCBIتوالي رونوشت فيليا در گاو در گردد. بررسي باعث سقط جنين مي
بالاتري است. اين امر منجر به اختلال در تكثير ژن در طي  GCاورتولوگ انسان و موش داراي درصد 

منظور بررسي امكان تكثير بخشي از رونوشت فيلياي گاوي ي حاضر بهگردد. مطالعهمي PCRسيكل تكثير 
 230و  443ي ا بهينه سازي در طراحي آغازگر به اجرا درآمد. آغازگرها براي دو قطعهب GCبا درصد بالاي 

ي اول، دو شرط دماي ذوب بالا و براي قطعه فقطكه صورتي بهجفت بازي از ژن مذكور طراحي شد 
و  GCاختلاف اندك دماي ذوب آغازگرها در نظر گرفته شد. بررسي بيوانفورماتيك از نظر وضعيت 

هاي جداشده از از تخمك RNAي احتمالي اين قطعات صورت گرفت. استخراج اي ثانويهساختاره
با دماهاي اتصال مختلف  PCRهاي گاوي انجام گرفت. پس از واكنش رونويسي معكوس، واكنش تخمدان

ي جفت بازي داراي يك جزيره 443ي اي صورت گرفت. نتايج نشان داد كه قطعهمرحلهبه صورت دو و سه
CpG  و درصدGC جفت  230ي تري نسبت به قطعهي پيچيدهبيشتر و قابليت تشكيل ساختارهاي ثانويه

هاي موردنظر بود، با جفت بازي كه داراي آغازگرهاي با ويژگي 443ي بازي است. با اين وجود تنها قطعه
ها ودن دماي اتصال آنباند مشخصي تكثير گرديد. نتايج نشان داد اختلاف اندك دماي ذوب آغازگرها، بالا ب

 مؤثر باشد. GCهاي غني از تواند در تكثير اختصاصي توالياي شدن واكنش ميو دومرحله
 .؛ ساختار ثانويه؛ دماي اتصالCpGي ؛ جزيرهGCدرصد  و؛ژن فيلياي گاهاي كليدي: واژه
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 مقدمه
بررسي ژنتيكي در موش منجر به شناسايي 

-ها ميه از آنچندين ژن با اثرات مادري گرديد ك

در موش توسط يك  فيليااشاره كرد.  فيلياتوان به 
كد  9ژن تك كپي با سه اگزون در كروموزوم 

شود. پروتئين آن داراي ده تكرار از يك توالي مي
اي است كه در نزديكي انتهاي آمينهاسيد 23

. )Ohsugi et al., 2008(كربوكسيل آن قرار دارد 
بيان اين ژن منحصراً در تخمك در حال رشد و 
رويان موش و نيز انسان شناسايي و گزارش شده 

در موش منجر به  فيلياي شدهاست. ژن خاموش
رزندان به نصف حالت طبيعي يا كاهش تعداد ف

باعث  فيلياگردد. عدم حضور هتروزيگوت مي
ي سلولي و اختلال در تأخير در روند چرخه

هايي در شود. جهشگزيني ميتكامل پيش از لانه
ژن فيلياي انساني شناسايي شده است كه بر سقط 

 ,Zheng & Dean(هاي مكرر مؤثر است جنين

2009; Parry et al., 2011( رونوشت فيلياي .
) با ارتولوگ آن در XM_002690018.2گاو (

درصد و در انسان  NM_025890.3 (71موش (
)NM_001017361.2 (75 وكلئوتيد درصد ن

). اگرچه امروزه NCBI-BLASTnمشابه دارد (
PCR هاي بطور رايج براي تكثير توالي

 ,Gibbs(گيرد نوكلئوتيدي مورد استفاده قرار مي

هاي داراي تواند رشته، اما اين روش نمي)1990
سادگي تكثير ) را بهGC )<55درصدهاي بالاي 

عبارت به .)Varadaraj & Skinner, 1994( نمايد
به علت  PCRدر  GCديگر تكثير قطعات غني از 

گيري ساختارهاي ثانويه مانند ساختارهاي شكل
ي الگو، همواره با سري يا حلقوي در رشتهسنجاق

 McDowell(مشكلات زيادي همراه بوده است 

et al., 1998(هاي متعددي براي غلبه بر . روش
اين مشكلات پيشنهاد شده است. استفاده از 

 Touch-Down PCR ،Hot-Startهاي تكنيك

PCR ،Slow-Down PCR و يا بكارگيري ،
ي هيدروكسيد سديم براي دناتوره كردن رشته

الگو و همچنين بتائين و دي متيل سولفوكسايد 
)DMSOپلي ) براي افزايش زمان اتصال آنزيم-

هاي پيشنهاد شده ي الگو، از روشمراز به رشته
 Agarwal & Perl, 1993; Bachmann(باشند مي

et al., 2003; Sahdev et al., 2007; Frey et 
al., 2008; Sepahvand et al, 2009; Jensen et 

al., 2010( بخش اساسي يك تكثير موفق در .
PCRغازگرهاي واكنش هستند و طراحي دقيق ، آ

سري و ها از لحاظ تشكيل ساختارهاي سنجاقآن
يا تشكيل دوپلكس با خود و يا دايمر با آغازگر 

. در )Chavali et al., 2005(ديگر ضروري است 
، GCبسياري از آزمايشات تكثير قطعات غني از 

بسيار پايين ، ) Tm(مشكلاتي همچون دماي ذوب 
) ΔTmاختلاف بسيار زياد دماي ذوب آغازگرها (

ي اتصالات ناقص آغازگرها به رشتهدرنتيجه و 
از دلايل اصلي عدم  كه خوردالگو به چشم مي

است. يكي از  GCموفقيت تكثير قطعات غني از 
اهكارهايي كه براي اين مشكل پيشنهاد شده، ر

درجه  80افزايش دماي ذوب آغازگرها به بالاي 
سانتيگراد و كاهش اختلاف دماي ذوب آغازگرها 

 ,.Li et al(باشد درجه سانتيگراد مي 1به كمتر از 
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از آنجا كه ژن فيليا در انسان و موش بر  .)2011
نرخ باروري مؤثر است، بررسي توالي آن در گاو 

ي اثر آن بر توليدمثل گاوهاي ماده جهت مطالعه
توالي رونوشت فيليا  GCمفيد خواهد بود. ميزان 

)، موش NM_001017361.2در انسان (
)NM_025890.3ي آن بيني شده) و توالي پيش

ترتيب برابر ) بهXM_002690018.2در گاو (
 ي تحت وبدر برنامه درصد 72و  9/57، 4/56

GC Calculator  است. بالا بودن محاسبه شده
در ارتولوگ گاوي مشكلاتي را در  GCدرصد 

تحقيقات همراه خواهد داشت. به PCRواكنش 
نشان داده است كه جايگاه هاي موجود روي 
كروموزوم ها مسئول تغييرات در صفات مهم 

 & Kharrati koopaeiهستند (اقتصادي 

Mohammadabadi, 2013هاي اخير  در سال ) و
شناسي ملكولي تحولي شگرف در  زيست

هدف لذا، شناسي پديد آورده است.  تحقيقات بوم
از اين مطالعه تكثير بخشي از ژن (رونوشت) 

-به كمك بهينه GCفيلياي گاوي با درصد بالاي 

 PCRمراحل  طراحي آغازگر و يسازي نحوه
 باشد.مي

 هامواد و روش
 داميفناوري يق حاضر در گروه زيستتحق

-در پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست

 عموماً فناوري تهران انجام گرفت. مواد شيميايي
از شركت سيگما (آلمان) تهيه گرديد و ساير 

بر اساس  موارد نيز در متن مشخص شده است.
و  )Zimin et al., 2009(توالي كل ژنوم گاو 

ي ژني اي خانوادهتكامل گونه

Khdc1/Dppa5/Filia/Ooep  در پستانداران
1Fداررحم

1 )Pierre et al., 2007( ، يفيلياتوالي ژن 
بر روي كروموزوم  NCBIهاي گاو در پايگاه داده

آن واقع شده است. آغازگرهاي واكنش بر  9
ي فيليا شدهبينيپيش mRNAاساس توالي 

)XM_002690018.2افزار ) با نرمOligo5 
طراحي گرديد. يك جفت آغازگر براي تكثير يك 

 +) با دو525+ تا 83جفت بازي (باز  443ي قطعه
 ΔTmدرجه سانتيگراد و  80بالاتر از Tmويژگي 

كمتر از يك درجه سانتيگراد در نظر گرفته شد. 
هاي يك جفت آغازگر ديگر نيز بدون ويژگي

جفت بازي  230ي شده براي تكثير يك قطعهذكر
+) طراحي شد. توالي آغازگرها و 230+ تا 1(باز 

آمده  1ها در جدول ساير اطلاعات مربوط به آن
قطعات  GCتر وضعيت . براي بررسي دقيقاست

جفت بازي در  230و  443مورد تكثير، دو توالي 
 ,.CpG Plot )Rice et alي تحت وب برنامه

استا وارد شد و نتايج مربوط به به فرمت ف )2000
هاي مختلف توالي و در قسمت GCدرصد 

ها به صورت در توالي CpGاحتمال وجود جزاير 
ي كمك برنامهنمودار ترسيم گرديد. همچنين به

-، ميزان شكل)Mfold )Zuker, 2003تحت وب 

ي احتمالي در هر دو گيري ساختارهاي ثانويه
-ها بهتخمدان توالي مورد بررسي قرار گرفت.

صورت تصادفي از گاوهاي نژاد هلشتاين از 
آوري و در كشتارگاه راك واقع در كرج جمع

مدت يك تا دو ساعت در محلول نرمال سالين 
درجه سانتيگراد به آزمايشگاه  30-35با دماي 

                                                           
1 Eutherian mammals 
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-هاي دو تا هشت ميليل شد. سپس فوليكولمنتق

هاي داراي متري آسپيره گرديده و تخمك
كمك پيپت در زير سيتوپلاسم يكپارچه به

در  ترتيببهميكروسكوپ نوري جداسازي شد و 
 TCMميكروليتري محيط هاي  200قطره هاي 

(دو  PBS) و Invitrogen, USA(سه قطره) (
ها پس از كقطره) مورد شستشو قرار گرفت. تخم

هاي كومولوس به كمك روش جدا كردن سلول
هاي فيزيكي (يك تا دو دقيقه ورتكس) در گروه

 -70به  RNAتايي تا زمان استخراج  50-40
ها به درجه سانتيگراد منتقل گرديد. استخراج

 ®Qiagen RNeasy (Germany) كمك كيت 

Plus Micro   براساس دستور كار شركت سازنده
 انجام گرفت.

  
 ها.توالي آغازگرهاي ژن فيليا و اطلاعات مربوط به آن -1جدول 

Table 1- Filia gene primers᾿ sequences and their related information. 

 آغازگرها
Primers 

 توالي
)ʹ3-ʹ5( 

 
Sequen

ce 
(5ʹ-3ʹ) 

 طول
جفت (

 باز)
Lengt
h (bp) 

 درصد
GC 
GC 

perce
ntage 

Tm 
)C̊( 

Tm

Δ 
)C̊( 

حداكثر 
ΔG 

 دوپلكس
(كيلوكالر

 ي بر مول)
Maximu

m 
duplex 

ΔG 
(kcal/mo

l) 

ΔG حداكثر  
 دايمرهترو

(كيلوكالري 
 بر مول)

Maximum 
heterodim

er ΔG 
(kcal/mol) 

 

ΔG حداكثر  
 سريسنجاق

(كيلوكالري 
 بر مول)

Maximum 
hairpin ΔG 
(kcal/mol) 

 

اندازه 
محصول 

جفت (
 باز)

Product 
size 
(bp) 

درصد 
GC 

 محصول
Product 

GC 
percent

age 

-اول
 رفت

First-
forward 

Ccaagc
ggcccta
ctggtttc
actcc 26 61.5 81.8 0.5 9.3 9.3 0.5 443 63.2 

-اول
 برگشت

First-
reverse 

Cccggc
ctcctgg
actgcg 19 78.9 81.3 0.5 9.8 9.3 0 443 63.2 

-دوم
 رفت

Second
-
forward 

atggcct
ctcccaa

gc 
16 62.50 65.6 1.2 9.3 6.2 0.7 230 59.6 

-دوم
 برگشت

Second
-
reverse 

Tgaacg
tgaagca
gggtc 

18 55.56 66.8 1.2 6.2 6.2 0 230 59.6 
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RT-PCR
شده در استخراج RNAنانوگرم  20مقدار 

 Revertكمك كيت واكنش رونويسي معكوس به

AidTM First Strand cDNA Synthesis 
)Thermo-Scientific, USA شامل يك (

 100ر آغازگر رندوم هگزامر ميكروليت
بردار ميكرومولار، يك ميكروليتر آنزيم رونوشت

واحد در ميكروليتر، يك ميكروليتر  200معكوس 
واحد در  RNase 20ي فعاليت كنندهممانعت

مولار و ميلي dNTP 10ميكروليتر، دو ميكروليتر 
در حجم واكنش  X 5چهار ميكروليتر بافر واكنش

 42ت يك ساعت در دماي مدميكروليتر به 20
در واكنش  شد. cDNAدرجه سانتيگراد تبديل به 

PCR دار (كنترل) از آغازگرهاي ژن خانه
Histone H2a  :5(رفتʹ-

ctggacgtggcaaacaagg-3ʹ :5، برگشتʹ-

gcgggatgatacgggtctt-3ʹي ) براي تكثير قطعه
جفت بازي جهت بررسي صحت واكنش  240

شرايط واكنش رونويسي معكوس استفاده شد. 
 2در جدول  Histone H2aهاي فيليا و براي ژن

آورده شده است. آغازگرهاي اول فيليا كه با در 
كم طراحي  ΔTmبالا و  Tmنظر گرفتن دوشرط 

اي براي تكثير شده بودند، در واكنشي دومرحله
جفت بازي مورد استفاده قرار  443ي قطعه

گرها گرفتند، به اين صورت كه دماي اتصال آغاز
درجه  72با دماي بسط يا تكثير يكسان (

مدت يك دقيقه در صورت كلي بهسانتيگراد) و به
كمك نظر گرفته شد. همچنين واكنش ديگري به

اي با مرحلهصورت معمول سهاين آغازگرها به
درجه سانتيگراد انجام گرفت.  65دماي اتصال 

آغازگرهاي دوم نيز در سه دماي اتصال مختلف 
ي اي براي تكثير قطعهمرحلهش معمول سهدر واكن

جفت بازي مورداستفاده قرار گرفتند.  230
 5/2ميكروليتر با  25ها در حجم واكنش

 dNTP، يك ميكروليتر X PCR10ميكروليتر بافر 
-ميلي MgCl2 50ميكروليتر  5/1، مولارميلي 10

پيكومول  10ميكروليتر از هر آغازگر  5/1، مولار
مراز پلي Taqميكروليتر آنزيم  3/0 و در ميكروليتر

پنج واحد در ميكروليتر (همگي خريداري شده از 
) در دستگاه ترموسايكلر Fermentas, EUشركت 

Techne (England)  انجام شد. محصولات
% الكتروفورز شد و پس 2/1واكنش در ژل آگارز 

-داك، نتايج بهاز بررسي فرابنفش در دستگاه ژل

 د.صورت عكس ثبت گردي
 

  نتايج و بحث
ي احتمال وجود يك جزيره CpG Plotي برنامه
CpG  جفت بازي نشان داد (باز  443را در توالي
+). همچنين مشخص گرديد كه در 467+ تا 132

جفت  230و  443هايي از هر دو توالي بخش
درصد است و طول  60بالاتر از  GCبازي، ميزان 

يشتر جفت بازي ب 443اين ناحيه براي توالي 
 الف و ب). -1است (شكل 
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 .Histone H2aشرايط واكنش براي آغازهاي اول و دوم ژن فيليا و آغازگرهاي ژن  -2جدول 
Table 2- PCR condition for Filia first and second primers and Histone H2a primers. 

 مرحله
Stage 

 چرخه

cycle 
 

 آغازگرهاي اول فيليا
Filia first primers 

 آغازگرهاي دوم فيليا
Filia second primers 

 آغازگرهاي
Histone H2a 
Histone H2a 

primers 
ايدومرحله  

Two steps 

ايمرحلهسه  
Three steps 

سازي واسرشت
 اوليه

Initial 
denaturation 

1 96 ̊C, 5 min 96 ̊C, 5 min 94 ̊C, 5 min 94 ̊C, 5 min 

سازي واسرشت
Denaturation 

 
تصال آغازگر ا

Annealing 

40 

 
96 ̊C, 45 s 96 ̊C, 45 s 94 ̊C, 45 s 94 ̊C, 20 s 

72 ̊C, -- 65 ̊C, 45 s 47  ̊C or 50  ̊C or  
55 ̊C, 40 s 58 ̊C, 20 s 

 Extension 72 ̊C, 1 min 72 ̊C, 45 s 72 ̊C, 45 s 72 ̊C, 20 sتكثير 
 تكثير نهايي

Final extension 
1 72 ̊C, 10 min 72 ̊C, 10 min 72 ̊C, 5 min 72 ̊C, 5 min 

 
ــالاي  ــد ب ــكل GCدرص ــال ش ــري احتم گي

ساختارهاي ثانويه و ايجـاد اخـتلال در تكثيـر در    
ي دهـد. نتـايج برنامـه   را افزايش مي PCRواكنش 
Mfold  ــري نشــان داد كــه احتمــال شــكل  35گي

 13جفت بازي و  443ي ساختار ثانويه براي قطعه
جفـت بـازي    230ي بـراي قطعـه   ساختار ثانويـه 

ترتيـب بـراي   هـا بـه  ترين آنوجود دارد كه مقاوم
جفت بـازي داراي انـرژي    230و  443هاي قطعه

)ΔG 37/46الف) و -2(شكل  -66/93) برابر با- 
باشـند. ايـن   ب) كيلوكالري بر مول مـي -2(شكل 

ــري در شــرايط ســاختارها در صــورت شــكل گي
مـراز و نيـز   لـي ، در عملكرد آنزيم پPCRواكنش 

-ي الگو تداخل ايجاد مياتصال آغازگرها به رشته

سازي كنند. بنابراين براي بهبود تكثير نياز به بهينه

ژن كنتـرل   PCRشرايط واكـنش اسـت. واكـنش    
Histone H2a جفت بـازي   240ي به تكثير قطعه
صورت يك باند كاملا مشـخص در  انجاميد كه به

-تكثير آن نشان). 3ژل قابل مشاهده است (شكل 

ي اين است كه واكنش رونويسي معكـوس  دهنده
درسـتي  شده بهاستخراج RNAاز  cDNAو سنتز 

كمك جفت به PCRصورت گرفته است. واكنش 
آغازگر اول ژن فيليا منجر بـه تكثيـر بانـد كـاملا     

جفت بـازي در هـر دو    443ي مشخصي از قطعه
ــه  ــه مرحل ــنش دو و س ــي در  واك ــد، ول اي گردي

كمـك آغازگرهـاي دوم صـورت    كـه بـه   واكنشي
كــدام از دماهــاي اتصــال تكثيــر گرفــت، در هــيچ

مشخصــي صــورت نگرفــت و تنهــا بانــد بســيار  
درجــه ســانتيگراد  47ضــعيفي در دمــاي اتصــال 
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اي بـا  مرحله). در واكنش سه3حاصل شد (شكل 
آغازگرهاي اول، كشيدگي بيشتر و نيـز يـك بانـد    

جفـت بـاز    400و  300ي بـين  كوچكتر در ناحيه
-NCBIمشاهده شـد. بررسـي بلاسـت آغـازگر (    

Primer-BLASTي ) در ژنوم گاو علاوه بر قطعه
ي ديگري نيـز  جفت بازي در ژن فيليا، قطعه 443

دهد. جفت باز در همين ژن نشان مي 371با طول 
اي در مقايسه دليل تكثير آن در واكنش سه مرحله

ايش زمـان  توان به افزاي را ميبا واكنش دومرحله
درجـه   72اتصال آغـازگر و كـاهش دمـاي آن از    

ــه  درجــه ســانتيگراد نســبت داد.  65ســانتيگراد ب
اي تكثيـر  بنابراين با توجـه بـه واكـنش دومرحلـه    

تـوان گفـت كـاهش    جفت بازي مـي  443ي قطعه
هـاي غنـي از   زمان اتصال آغازگر در مورد تـوالي 

GC ي الگـو، تكثيـر اختصاصـي و بهتـر     در رشته
نظر را با باند اسـمير كمتـر تضـمين    ي موردقطعه

اي كـه بـر روي تـوالي غنـي از     كند. در مطالعهمي
GC   انساني انجام شده نيز اين مطلب اثبات شـده

 .)Mamedov et al., 2008(است 

 

 
-فرضجفت بازي. پيش(ب)  230و (الف)  443ي براي دو قطعه CpG Plotي نتيجه برنامه  -1شكل 

، طول C+G < 50، درصد 6/0 >موردانتظار CpGشده به مشاهده Cو  Gهاي ارزيابي: نسبت مجموع 

 .جفت باز CpG < 200ي جزيره
Figure 1- CpG plot results for 443 (a) and 230 (b) bp fragments. Evaluation defaults: 
Observed/Expected ratio > 0.60, Percent C + Percent G > 50.00, Length > 200. 
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(الف)  443ي براي دو قطعهي احتمالي ترين ساختارهاي ثانويه. مقاومMfoldي ي برنامهنتيجه -2شكل

 كيلوكالري بر مول. -37/46و  -66/93ترتيب برابر با به ΔGبا  جفت بازي(ب)  230و 
Figure 2- Mfold results. The most stable possible secondary structures for 443 (a) and 
230 (b) bp fragments with ΔG of -93.66 and 46.37 kcal/mol respectively. 
 

 
ه يك كيلوبازي، . به ترتيب از راست: نشانگر اندازHiston H2aهاي فيليا و ژن PCRواكنش  -3شكل 

-مرحلهجفت بازي فيليا (واكنش سه 443ي اي)، قطعهجفت بازي فيليا (واكنش دومرحله 443ي قطعه

جفت بازي  230ي جفت بازي، قطعه 100، نشانگر اندازه Histon H2aجفت بازي  240ي اي)، قطعه

درجه سانتيگراد،  50اتصال  جفت بازي فيليا (دماي 230درجه سانتيگراد)، توالي  47فيليا (دماي اتصال 

 درجه سانتيگراد، عدم تكثير).  55جفت بازي فيليا (دماي اتصال  230عدم تكثير)، توالي 
Figure 3- PCR amplification results for Filia and Histon H2a genes. Right to left: 1 kb 
DNA ladder, Filia 443 bp fragment (2-stage reaction), Filia 443 bp fragment (3-stage 
reaction), Filia 230 bp fragment (annealing temperature: 47 ̊C), Filia 230 bp sequence 
(annealing temperature: 50 ̊C, no amplification), Filia 230 bp sequence (annealing 
temperature: 55 ̊C, no amplification). 
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هاي نامناسب تواليطور كلي علت تكثير به
سازي، اتصال اختلال در واسرشت GCغني از 

هاي آغازگر و بسط اين قطعات است. روش
از جمله افزودن تركيبات آلي و كاربرد متعددي 

براي چيره شدن بر مرازهاي قوي در واكنش پلي
الگو  DNAي اين مشكل و كاهش ثبات دورشته

 طراحي شده است. هرچند عملكرد اين تركيبات
بيني است و حتي با وجود اين غيرقابل پيش

در بسياري  GCهاي غني از تركيبات، تكثير توالي
. )Sahdev et al., 2007(از موارد ناموفق است 

 Gهايي كه داراي نوكلئوتيدهاي تكراري توالي
دليل افزايش پيوندهاي هيدروژني بين هستند، به

-ي پيچيدههاي همسايه، ساختارهاي ثانويهگوانين

كنند اي ايجاد مياي و بين رشتهي درون رشته
)Gellert et al., 1962(ي مذكور در . پديدهPCR 

تر در ژل آگارز مشخص با حضور باندهاي كوتاه
ي شده نتيجهشود. اين قطعات تكثيري كوتاهمي

ي الگو سري در رشتهوجود ساختارهاي سنجاق
-مراز ميباشد كه منجر به توقف كاركرد پليمي

. در بسياري از )Sahdev et al., 2007(گردد 
مقالات به كاربرد تركيباتي همچون بتائين، 

DMSOپروپانديول  -2،1گلايكول و ، اتيلن
از  DNAي جهت تسهيل جداسازي دو رشته

) آن اشاره شده Tmطريق تغيير خواص ذوب (
 ,.Dutton et al., 1993; Zhang et al(است 

2009; Seifi et al., 2012(ي اين تركيبات . همه
 ,.Spink et al(كنند عمل مي Tmاز طريق كاهش 

2007; Zhang et al., 2009( كه در اين درحالي

آزمايش بدون نياز به اين تركيبات و با افزايش 
Tm  و در نظر گرفتن شرايط مربوط به ΔTm و

ي مطلوب حاصل گرديد. ي تكثير، نتيجهنحوه
 Taqمرازهاي قدرتمندي مانند همچنين پلي

Gold ،LA Taq  وHot-Start Taq در برخي ،
. )Henke et al., 1997(موارد استفاده شده است 

هايي كه نياز به افزودن تركيبات چنين روش
بر هستند در هزينه دنداري تكثير دهندهبهبود

تر آغازگرها و تنظيم كه با طراحي دقيقصورتي
هدف وان بدون صرف هزينه بهتشرايط واكنش مي

كمك ي حاضر بهموردنظر دست يافت. در مطالعه
-به PCRي آغازگر و انجام واكنش طراحي ويژه

مراز، پلي Taqاي و تنها با آنزيم صورت دومرحله
ژن فيليا ممكن گرديد.  GCي غني از تكثير ناحيه

هاي مربوط كدام از ويژگيدر اين طراحي، هيچ
ها و ساختارهاي آن GCا، درصد به طول آغازگره

-ها (دوپلكس، هترودايمر، سنجاقي آنثانويه

سري) در نظر گرفته نشد. با اين حال تكثير 
ي موردنظر با ضخامت باند مطلوبي صورت قطعه

ي ي مؤثر بودن نحوهدهندهگرفت كه نشان
طراحي آغازگر است و افزايش دماي اتصال و 

بهبود تكثير كمك اي شدن واكنش نيز به دومرحله
هاي كرده است. سه مشكل اصلي در تكثير توالي

هاي معمول در پروتكل GCداراي درصد بالاي 
سازي اي عبارت است از واسرشتمرحلهسه

درجه سانتيگراد، دسترسي  94ضعيف در دماي 
-ي الگو به دليل شكلضعيف آغازگرها به رشته

گيري ساختارهاي ثانويه و بسط و تكثير ضعيف 
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 ,.Dutton et al(به دليل وجود اين ساختارها 

 96سازي . در نظر گرفتن دماي واسرشت)1993
جفت  443ي درجه سانتيگراد در تكثير قطعه

اي، با مرحلهدر هر دو واكنش دو و سهبازي 
الگو و  يكمك به جدا شدن بهتر دو رشته

تواند در بهبود تكثير جلوگيري از اتصال مجدد مي
 مؤثر بوده باشد.

جفت  230ي جفت آغازگري كه براي قطعه
 80بسيار كمتر از  Tmبازي طراحي شده بود 
 1آن نيز بيشتر از  TmΔدرجه سانتيگراد داشت و 

تشكيل دوپلكس   GΔه سانتيگراد بود. حتي درج
طور نسبي از جفت ها نيز بهو هترودايمر آن

-جفت بازي كمتر بود. با اين 443ي آغازگر قطعه

ي موردنظر در وجود قادر به تكثير مناسب قطعه
 230ي كدام از دماهاي اتصال نشد. قطعههيچ

درصد، با  6/59برابر  GCجفت بازي با درصد 
عنوان يك به CpG Plotي ي برنامهتيجهتوجه به ن

) در CpGي (يا جزيره GCتوالي بسيار غني از 
شود. ولي عدم تكثير آن را در نظر گرفته نمي
 GCتوان به درصد بالاي مي PCRواكنش معمول 

-) در برخي نواحي آن نسبت داد كه شكل60>(

گيري ساختارهاي ثانويه را در اين مناطق ممكن 
راين براي بررسي توالي ها از نظر كند. بنابمي

-قطعه به GC، علاوه بر تعيين درصد GCميزان 

-و امكان شكل GCصورت كلي، تعيين وضعيت 

ي ناشي از پيوندهاي گيري ساختارهاي ثانويه
-اي نيز در توالي موردصورت منطقههيدروژني به

 نظر بسيار مهم است.

با توجه به نتايج بيوانفورماتيك مشخص شد 
بيشتر و  GCجفت بازي درصد  443ي قطعهكه 

ي بيشتر و قابليت تشكيل ساختارهاي ثانويه
جفت بازي  230ي تري نسبت به قطعهپيچيده

تنها  CpGي دارد. همچنين احتمال وجود جزيره
جفت بازي وجود دارد. اين نتايج  443ي در قطعه

جفت  443ي دهد كه تكثير قطعهنيز نشان مي
 PCRجفت بازي در واكنش  230بازي نسبت به 

ي تر خواهد بود، در حالي كه در مطالعهمشكل
راحتي سازي طراحي آغازگر بهحاضر با بهينه

هاي تكثير اين قطعه صورت گرفت. بيشتر ژن
 40ي تومور و كنندههاي سركوبدار، ژنخانه

هاي اختصاصي بافتي داراي جزاير درصد ژن
CpG ي يا ناحيه ي شروع رونويسي ودر محدوده

كه باعث  )Larsen et al., 1992(اگزوني هستند 
كمتر براي تكثير در  DNAهاي شود تواليمي

 60-90ها يوكاريوتدسترس قرار گيرند. در ژنوم 
متيله هستند. اين  CpGدرصد نوكلئوتيدهاي 

شود. نمي CpGمتيلاسيون شامل جزاير 
درون اين جزاير اساسا  CpGنوكلئوتيدهاي 

هاي فعال حضور دارند غيرمتيله هستند و در ژن
)Singal & Ginder, 1999; Clark & Melki, 

2002; Hubé et al., 2003(ي . جزيرهCpG 
ي آغاز ترجمه ي پس از نقطهشناسايي شده، ناحيه

گيرد. اين امر مي و بخش اگزوني ژن فيليا را در بر
عنوان يك ژن ي اهميت ژن فيليا بهدهندهنشان

همچنين فعال اختصاصي تخمك در گاو است. 
هاي در ژن CpGجزاير  نشان داده شده است

صورت محدودتري بيان اختصاصي بافتي كه به
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هاي با بيان گسترده الزاما در شوند، همانند ژنمي
اند بلكه ي شروع رونويسي قرار نگرفتهناحيه
 Larsen(اند ها را در بر گرفتهي اگزوني ژنناحيه

et al., 1992(. 
 

 گيرينتيجه
 بار تكثيري حاضر براي اوليندر مطالعه

كمك فيليا به GCغني از  mRNAبخشي از 
اي سازي طراحي آغازگر و واكنش دومرحلهبهينه

صورت اختصاصي ممكن گرديد. آغازگرهاي به
هايي طراحي شده فيليا در اين مطالعه براي توالي

بود كه باهم همپوشاني داشتند، ولي تنها 
كمتر از يك  ΔTmآغازگرهايي كه دو ويژگي 

در نتيجه دماي اتصال  بالا و Tm درجه سانتيگراد و
ي ند عملكرد مؤثر نشان دادند. دمابالا را داشت

باعث اي شدن واكنش بالاي اتصال و دومرحله

و  GCغني از  يهتر قطعتكثير بهتر و اختصاصي
 ي. امكان تكثير ژن فيلياشد CpG يهجزيرنيز 

تواند به عنوان ژني با تأثير احتمالي بر نرخ گاو مي
گاوها براي مطالعات اصلاحي آينده ماده باروري

همانند بررسي چندشكلي، بيان ژن در شرايط 
مختلف، و تعيين ارتباط با صفات توليدمثلي مفيد 

 واقع شود.
 

 سپاسگزاري
از دانشگاه صنعتي اصفهان براي تأمين 

هاي پژوهشي اين تحقيق، پژوهشگاه ملي هزينه
مين دليل تأفناوري بهمهندسي ژنتيك و زيست

وسايل و تجهيزات موردنياز و دكتر مهدي 
آرا و آقاي سعيد انصاري مجد براي شمس

شان صميمانه سپاسگزاري هاي ارزندهراهنمايي
 شود.مي
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Abstract 

Filia is a maternal effect gene, disorder in which causes decreased fertility in mouse and 
abortion in human. Bovine Filia transcript is predicted in NCBI database. Nucleotide analysis 
shows that it has a higher GC content in comparison with its mouse or human orthologs, and 
this can make problems in PCR amplification. This study was performed to investigate the 
possibility of amplification of bovine Filia transcript with high GC content by optimization of 
primer design. Two pairs of primers were designed to amplify 443 and 230 bp fragments. 
High Tm of primers and low ΔTm conditions were considered to design only the first pair of 
primers. Bioinformatic analysis was performed on the two fragments to analyze the GC 
contents and possible secondary structures. RNA was extracted from bovine oocytes. After 
reverse transcription, PCR amplification was performed with different annealing temperatures 
in two or three steps. Results showed that the 443 bp fragment has a CpG island and a higher 
GC content and more possibility of secondary structure formation compared with the 230 bp 
fragment. Nevertheless only the 443 bp fragment with the primers of interest was amplified 
with a sharp band. In conclusion we showed that low ΔTm, high Tm of primers and annealing 
temperatures and also a two-step PCR help specific amplification of GC-rich sequences. 
Keywords: Bovine Filia gene; GC percentage; CpG island; Secondary structure; Annealing 
temperature. 
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